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第１章 





















NO は重要な生体機能を担っていることが 1980 年代に発見されて以来、生体内での
役割が多くの研究者により明らかにされてきた。1992 年にはサイエンス誌の The 
molecule of the year に選ばれている1)。このような活発な研究の結果、NO は多く
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Figure 1-1. Schematic diagram of Qualified Analysis. Efficacy of 
stimulation on an object is estimated based on behavior of response 
from the object.  
Figure 1-2. Cells transmit extracellular stimulations (chemical and 
physical) to cellular response signals throughout their life cycle.
Biological efficacies of the stimulation are assessed based on the 
objective cellular response. 
























できる。現在、生命情報を担う生体分子を in vivo で計測する場合、蛍光標識を用
いて対象分子を可視化する蛍光プローブ法が汎用される15)。例えば、蛍光タンパク
質である Green Fluorescent Protein（GFP）などを遺伝子工学的に標識し、その
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動態をイメージングする研究が活発に行なわれている16)。また近年、分子間の相互
作用を解析する手法として FRET（Fluorescence resonance energy transfer）と
いう現象を利用し研究が多数報告されている17,18)。さらに核酸に分類される DNA や






























次節では、生体内での NO の多彩な生理活性について概説し、NO を細胞応答の指
標とすることで評価することのできる生体影響の質について述べる。 
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Figure 1-3. A Concept of cellular biosensing. The cellular biosensing 
system is consisted of cultured cells and biosensor. 
Figure 1-4. Various cellular responses in response to extracellular 
stimulations. 
 - 10 - 
 













NO を利用する24）。また免疫機能にも NO が重要な役割を担っていることが報告され
ている25,26）。このように NO は多彩な生理活性を示すことから創薬におけるターゲ
ット分子としても注目されている27)。Figure1-6 に示すように、NO は細胞内におい
て一酸化合成酵素（Nitric oxide synthetase, NOS）により L‐アルギニンを基質
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様なシグナル伝達機構を有することが明らかにされており、100 を超える数のタン













ムスカリン性アセチルコリン受容体は M1－M5 まで 5 種類のサブタイプが発見され
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Figure 1-6 Schematic scheme of nitric oxide (NO) production by nitric 
oxide synthetase (NOS).  
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e  
Figure 1-7. NO modification of protein structure. (A) Nitrosylation of 
metal complex, (B) Nitrosylation of cysteine residue, (C) Nitration of 
tyrosine residue. 
Figure 1-8. Functional regulation of various protein activity by 
nitrosylation/denitrosylation. 
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Figure 1-9 Acetylcholine (ACh) signaling pathway induce NO 
production via muscarinic ACh receptor. 











このセンサマトリックスを用いた電気化学 NO センサの構築について述べる。 
第３章では、細胞が産生する NO を効率的にモニタリングするシステムとして、
細胞接着性を有するセンサマトリックスを分子設計した。これにより培養細胞と
NO センサを一体化し、細胞から放出された NO を直ちにセンサで検出する細胞バイ
オセンシングシステムを構築した。この細胞センシングシステムを用いて生体モデ
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イオセンシングへの応用を前提とした NO センシング法の開発を行なった。 
本章では、NO と親和性を有する遷移金属イオンと複数の機能性高分子が自己
配位集積により形成する構造体である Polymer-metal-polymer complex(PMP 
complex)を分子設計し、これをセンサマトリックスとして用いた電気化学 NO セ
ンサを構築した。















NO は特有の ESR 共鳴吸収スペクトルにより検出することができ、その吸収強度
により NO の定量が可能である。ESR 測定には NO を選択的に安定なラジカルに変
換して検出するスピントラッピング法が用いられる。近年ではジチオカルバメ
ート錯体や carboxy-PTIO が NO トラッピング剤として使用される5、6）。しかし ESR
は大型の測定機器を使用するため汎用性が低い。Nagano らにより開発された NO
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直接的に NO を検出する方法として最も期待される。この手法は NO を電極表面
で直接酸化して検出するためプローブなどが必要ないことが特徴である。生体





ク質を電極表面に固定した NO センサも開発されている13、14）。これらは NO が高
い親和性を有する遷移金属を集積し、配位結合とそれに続く触媒反応に伴う触
媒電流を測定することで NO の高感度な検出を実現している。一方で、NO に対す
る選択性を得るために、センサ電極表面に NO を選択的に透過する選択透過膜で
被覆する研究も進められている。最も代表的なものとして Nafion○Rが挙げられる。




して、疎水性の PDMS 薄膜17）やジメチルシロキサン高分子の LB 膜18)による選択
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すように、遷移金属イオンによる NO 認識・分子トランスデューサ機能、さらに
は分子選択膜としての機能を同時に付与することのできるセンサマトリックス
PMP complex を分子設計した。その分子設計コンセプトは 2-4 節で述べる。 
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Table 2-1. Classification of detection methods for biological nitric oxide.
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Figure 2-1. A strategy of molecular design for electrochemical nitric 
oxide sensor. (A) Immobilization of metal complexes which have a 
high affinity to nitric oxide, (B) Formation of selective membrane to 
eliminate interferences, (C) Sensor matrix “PMP complex” was 
designed in this work. 
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２‐３ 実験 
２-３-１ センサマトリックス PMP complex の合成 
配 位 カ チ オ ン 高 分 子 Poly-L-histidine 塩 酸 (PLH)(Mw:39,200, 
Sigma-Aldrich)水溶液を透析により脱塩し、20mM（モノマーユニットで計算）
となるように調製した。この 20mM Poly-L-histidine 水溶液に塩化銅 CuCl2(和
光純薬)を 20mM となるように添加混合し、histudine-Cu 錯体を形成した。ここ
に ア ニ オ ン 性 高 分 子 20mM Polystyrene sulfonate(PSS)(Mw:70,000, 
Sigma-Aldrich)を添加後混合すると、PLH、PSS 及び Cu2+の静電的相互作用によ




２-３-２ PMP complex の構造解析 
(i)有機元素分析 
PMP complex を超純水で２回洗浄後、真空デシケーター内で１日乾燥した。こ













測定系のレーザは日本電気株式会社の Ar+レーザ GLG2162、検出器は Princeton 
Instruments, inc.製の液体窒素冷却型マルチアレイ CCD を使用した。ノッチフ











グラッシーカーボンディスク電極(ID=3mm, BAS Inc.)を 0.05µm アルミナスラ
リーで研磨した後、1N 硝酸で 5 分間超音波洗浄した。その後、超純水で電極表
面を充分洗浄し乾燥したものを実験に用いた。表面に PMP complex(Cu)の懸濁液
を滴下し、室温で乾燥することで膜化し、電極表面を PMP complex 薄膜で被覆
したものを NO センサデバイスとして用いた。本実験は NO と親和性のある PMP 
complex 構造中のナノキャビティに NO を捕捉・蓄積した後、これを電解測定す
ることにより NO センシングを行うことを目的にしている。このときの電解条件
と し て は 、 Figure 2-3(A) に 示 す Double Potential Step 
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Chronoamperometry(DPSCA)を用いた。この DPSCA では Figure 2-3(B)のような電
流出力パターンが得られるので、応答電流を∆I(I750mV-I700mV)と規定した。 
 
２-３-４ 標準 NO 溶液の調製 
10ml リン酸緩衝液 (100mM, pH7.0)に高純度アルゴンガスを流量 50mℓ/min で
10 分間通気することで溶存気体置換を行なった。さらに高純度 NO ガスをガスフ
ロー混合器(STEC)によりアルゴンと混合し、10％に希釈したものを 10 分間通気
し 190µM NO 標準溶液とした。 
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Figure 2-2. PMP complex (Cu) form blue colored jelly-like matrix in 
aqueous solution. 
Figure 2-3. Double Potential Step Chronoamperometry (DPSCA). 
(A) Parameters of DPSCA, (B) A typical current output and response 
current (∆I). 
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り NO は電極表面に配位・濃縮されるので、濃縮された NO を電気化学的酸化反
応により高感度に NO を検出することができる。第二として低分子量であり疎水
的性質を有する NOを選択的に透過させる NO選択透過膜を利用することである。
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ダゾール基との金属-窒素配位結合を形成することが報告されている19）。一方で、

















高分子と遷移金属イオンから形成されるので Polymer-metal-polymer complex 
(PMP complex)と名付けた。 
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Figure 2-4. Concept of molecular design of sensor matrix. The present 
sensor matrix possesses multi properties, such as molecular recognition 
capability and molecular transduceability. Simultaneously, its layer act 
as selective membrane on the electrode surface. 
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Figure 2-5. Chemical structures of functional polymers and metal ion 
to form PMP complex. The matrix structure of PMP complex is 
assembled based on the  interactions between polystyrene sulfanate 
and poly-L-histidine-metal complex.
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２‐５ センサマトリックス PMP complex の構造 
 












種々の溶媒に不溶であるという PMP complex の性質を考慮して、ラマン分光法
および電子スピン共鳴分析による解析を試みた。また原子吸光分析及び有機元
素分析の組み合わせで PMP complex の元素組成を調べた。 
 




不溶性で、水溶媒中ではゲル状物質である PMP complex の測定も可能である。
ラマン分光法を用いた金属タンパク質の構造解析は数多く行なわれており、
Cu-N(His)の配位結合は低波長領域のバンドとして帰属されているので、既に報
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告されているスペクトルと比較しながら解析を試みた。 
Figure2-7 が PMP complex(Cu)のラマンスペクトルである。Nester らの報告23)





２-５-２ 電子スピン共鳴分析による PMP complex の構造解析 
 





る。生体内の銅イオンは ESR スペクトルの違いにより、Table2-2 のように Type1、
Type2およびType3に分類される24）。また種々の化学錯体モデルから得られたESR
スペクトルから、ESR パラメータと配位構造との相関性が示されている25）。これ
らの知見から PMP complex の有する銅錯体の構造解析を行なった。Figure2-8 は
PMP complex(Cu)の ESR スペクトルである。このスペクトルから ESR パラメータ
をそれぞれ求めた（g//=2.26、g⊥=2.06、|A//|(mcm
-1)=17.9）。この結果より、PMP 
complex 中に存在する銅錯体は典型的な Type-2 に属していることが分かる。
Figure2-9には低分子銅錯体モデル及び天然タンパク質のESRパラメータを示し
ている。図中の黒丸で示したものが PMP complex(Cu)である。PMP complex は配
位構造４Nもしくは２N２Oの平面性の高い 4配位構造を有していると推測でき
 - 36 - 
る。しかし PMP complex 中の銅錯体は均一な配位構造を持つとは考えづらく、
Type-3 は ESR 不活性であるので検出できないという欠点があることを考慮する
必要がある。
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Figure 2-6. Synthesis of polymer-metal-polymer complex PMP complex 
based by self-coordinative assembly process. (A)Coordination of N 
ligand to metal ion, (B) Assembly of the functional polymers and metal 
ion, (C) Schematic illustration of the matrix stricture of PMP complex. 
Figure 2-7. Hypothetial illustration of the polymer-metal-polymer 
complex (PMP complex). The PMP complex consists of a 
metal-coordinative polymer(solid line), metal ion and functional 
polymer(dashed line). PMP complex possesses dense metal complex in 
the matix. 
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Figure 2-8. Raman spectrum of PMP complex (Cu). Cu-N stretching 
vibration observed at 232 cm-1. 
 - 39 - 
 
Table2-2. Classification of Copper complex based on ESR parameters. 
Figure 2-9. Electron spin resonance spectrum of PMP complex (Cu). 
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Figure 2-10. Correlation between ESR parameters and 
coordination structure of copper complexes. Coordination 
structures were estimated using low-molecular-weight model 
complexes as shown areas surrounded by broken line.24) 
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の元素組成を分析した。原子吸光分析から PMP complex の銅含有量は 3.18％で










２‐６ NO センサの構築と電気化学測定による評価 
 
Figure2-2 に示したように PMP complex は水溶媒中でゲル状の物質である。こ
れを電極表面で室温乾燥することで容易に薄膜化することができる。PMP 





95µM NO 標準溶液に対する電流応答∆I は 65µA/mm2で、金属サイトを持たない











次に、標準 NO 溶液 95µM を希釈して調製した各濃度の NO 溶液を用いてセンサ
電流応答を測定した。Figure2-12 の検量線が示すように、PMP complex(Cu)を被
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分電流値で求められる応答電流⊿I には影響しなかったと考察できる。また NO
センシングにおいて最も影響を受けやすい亜硝酸イオンにもセンサ電流応答を
示さなかった。Kamei らも報告するように26)、PMP complex を形成するポリイオ
ンコンプレックスは陽イオン/陰イオンの両電荷を高密度に有することから、荷
電分子の亜硝酸イオンの電極拡散を阻害していることを示唆している。このこ
とから PMP complex 膜及び DPSCA により夾雑物質の影響を効果的に排除できて
いると考察した。 
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Figure 2-12. Response current of electrochemical NO sensors in 
the presence of 95 µM NO. 
Figure 2-11. Double potential step chronoamperometry (DPSCA) 
using electrochemical NO sensor in standard NO solution (95µM). 
(A)PMP complex (PLH-PSS-Cu), (B)Polyion complex(PLH-PSS-w/o 
metal). 
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Figure 2-13. Calibration curve of electrochemical NO sensor 
consisted of PMP complex (Cu) coated glassy carbon electrode. 
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Figure 2-14. Response current of the present electrochemical NO 
sensor in the presence of interferences. 
(a) 95µM Nitric oxide, (b) 1mM Sodium nitrite, (c) 1mM Ammonium chloride, 
(d) 1mM L-Ascorbic acid, (e) 1mM Uric acid (f) 1mM L-Cystein 
(g) 1mM Dopamine (h) 1mM p-Acetamidophenol 
 












Double Potential Step Chronoamperometry (DPSCA 法)により電気化学測定を行
なうことで NO に対して高い選択性を得ることに成功した。一方、ラマン分光分








27)。このように PMP complex は分子設計のフレキシビリティーが高く、用途に合
わせたセンサ機能を分子設計によりデザインできる新しいセンサ材料として広
範な応用が期待される。 
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胞表層からの拡散距離は数 100µm 程度と言われている。 






















Figure 3-1. Cellular NO sensing system using micromanipulation 
technique.2) 
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Figure 3-2. Recent studies of device design for cellular NO monitoring. 










































で あ る RKRLQVQLSIRT(AG73) と α4-chain G4-peptide で あ る
GEKSQFSIRLKT(A4G78)15)を用いた（Table3-1）。また細胞接着性ペプチドを導入し
ないものをネガティブコントロールとして使用した。 
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16
Figure 3-3. Structure of fibronectin and RGD sequence as cell binding 
domain16). 
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Figure 3-4. Molecular structure of artificial extracellular matrix: 
cell-binding peptide derivatized poly(styrene-co-maleic acid) 
(MAst-peptide). R shows cell-binding peptide. 
Table 3-1. Perpetrated artificial extracellular matrixes. 





Poly(styrene-co-maleic acid)(MAst)の側鎖に 3 種類の細胞接着性ペプチドを
導入した MAst-peptide を合成した。合成手順は以下の通りである。 
200mg ポリスチレンーマレイン酸共重合高分子と 50mg WSC (1-ethyl-3- 
(3-dimethylamin-opropyl)-carbodiimide hydrochloride)(同仁化学)を１N 
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 デバイス上での培養は Invitrogen の無血清培地を用いて行なった。まずヒト
血管内皮細胞用無血清基礎培地(Invitrogen, USA)に増殖因子 20ng/ml Basic 
fibroblast Growth factor (bFGF, Invitrogen, USA)、10ng/ml Epidermal growth 
factor (EGF, Invitrogen, USA)および 10µg/ml Fibronectin (Invitrogen, USA)
を添加した無血清培地を調製した。継代培養した HUVEC を調製した無血清培地
に懸濁し、通常の培養容器に 1x104cell/cm2 の細胞密度で播種し順化培養した。
この HUVEC を 0.5%トリプシン-EDTA 溶液を用いて回収後、2x105cells/cm2でセン
サマトリックス表面に播種し、37℃、5％CO2、加湿状態に調整した炭酸ガス培養
器内で 24 時間培養した。これを以後の細胞バイオセンシングの実験に用いた。 
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３-４-５ 接着細胞数の評価及び蛍光染色 
細胞接着性センサマトリックスに対する細胞接着性評価における細胞数カウ
ンティンは、CellTiter-Glo○R  Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega)




レートリーダWallac 1420 ARVOsx plate reader (PerkinElmer)により行なった。 
また接着細胞を顕微鏡観察するために、Calcein-AM(同仁化学)及び
Hoechst33342(Invitrogen,Molecular probes)により蛍光染色した。手順は以下
の通りである。1µM Calcein-AM および 1µM Hochest33342 を含む Hanks balanced 
salt solution(HBSS)を染色液として調製した。接着培養細胞を HBSS で 2 回洗
浄後、染色液を加え 15 分間インキュベータ内（37℃、5％CO2）で培養した。そ
の後、HBSS でリンスし蛍光顕微鏡により蛍光観察した。蛍光顕微鏡はニコン
TE2000-U を使用し、CalceinAM の観察には B-2A フィルターブロック、
Hoechest33342 の観察には UV-2A フィルターブロックを用いた。 
 
３-４-６ 細胞培養容器型センサデバイスの作製 




リジン(PLL)水溶液 600µl 及び 25mM ポリスチレンスルホン酸(PSS)水溶液 300µl
を混合し、24 時間室温で静置した。その後、未吸着の高分子を取り除き室温で
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乾燥させることで PLL と PSS からなるセンサマトリックスを形成した
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Figure 3-5. Chemical structure Poly-L-lysine (A) and 
poly(styrene sulfonate) (B) to form sensor matrix. 
Figure 3-6. Schematic illustration of cellular biosensing system 
using cell-adhesive sensor matrix. 






に対する HUVEC の接着性を評価した。Table 3-1 に示したフィブロネクチン由来
の FIB1 配列、ラミニン由来の AG73 配列および A4G78 配列を細胞接着性ペプチ
ドとして用いた。HUVEC を無血清条件で播種し、細胞接着数を観察した結果が
Figure3-7 である。HUVEC の播種密度を 100 として相対細胞接着数を縦軸に示し
ている。播種後 24 時間では殆ど細胞接着数に差異が無いことが分かった
（Figure3-7、白色バー）。一方、播種後 58 時間経過すると MAst-FIB1 被覆表面












ていることを示唆している。また Calcein-AM による細胞質および Hoechst 33342
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による核の蛍光染色により、接着した細胞を可視化した(Figure3-9)。その結果、
Figure3-9(c)に示すように 100µg/ml MAst-FIB1 コーティング表面において
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Figure 3-7. Cell adhesion assay for artificial extracellular matrix 
(ECM) on polystyrene dish. Number of adherent cell was 
investigated at 24h (white bar) and 58h (black bar) after plating. 
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Figure 3-8 Cultivation of HUVEC on sensor matrix (a) without 
coating (b) MAst-OH (100µg/ml) (c) MAst-FIB1 (10, 50, 100µg/ml). 
Figure 3-9. Visualization of adherent cell stained with calcein-AM on 
the sensor matrix. (a) on polyion complex without artificial ECM, (b) 
coated MAst-OH, (c) coated MAst-FIB1, Scale bar=50µm. 
(a) (b) (c) 















NO モニタリングは Double Potential Step Chronoamperometry (DPSCA)によ
る電気化学測定を行った（Figure3-11）。まず自然電位に近い 0mV(v.s. Ag/AgCl)
の定電位を印加後、700mV から 750mV に 2 段階で電位をステップし電流値の差を
応答電流⊿Iとした。電位印加ステップを一定時間の間隔で正確に行なえるよう
に 40 段任意パルス波形ソフト（北斗電工社製）利用して測定条件を設定した。
まずデバイスの NO センサ特性を評価するために、細胞培養を行なわずに NO セ
ンサシステムを構築し、標準 NO 及び夾雑分子となりえる化学物質に対する電流
応答を測定した。その一部を Figure3-12 に示したが、NO に対する電流応答は最
も問題となる亜硝酸イオンの 2 桁大きく、細胞バイオセンシングに充分な選択
性を有していることが分かった。 
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Figure 3-11. Electrochemical measurement of NO by double potential 
step chronoamperometry (DPSCA). (A) the set point of DPSCA for 
monitoring of NO, (B) typical DPSCA spectra of NO sensor for NO 
dissolved in buffer. 
Figure 3-10. Construction of cellular biosensing device. (A) Design 
for sensor electrode, (B) prototype of cellular sensing device. 
2cm 
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Figure 3-12. The logarithmic plots of the response current versus 
the standard NO and major interferences concentration. 
- 72 - 
 
３‐７ 細胞培養容器型センシングデバイスを用いた in situ NO センシング 
 
まず培養細胞から放出されるNOを測定する際の測定溶液条件を検討するため
に、Hanks balanced salt solution (HBSS)、基礎培地(無血清)、10％FBS 含有
培地の条件で標準 NO 溶液による測定を行なった(Figure3-13)。ダブルステップ
電位を 30 秒間隔で印加する DPSCA を開始し、Figure3-13 の矢印の位置で標準








て細胞産生 NO のモニタリングを行なうことにした。 
次に、Figure3-14 に示すように実際に細胞接着性センサマトリックスの表面
に HUVEC をコンフルエントとなるように培養した細胞培養容器型センシングデ
バイスを多数作製し、血管内皮細胞の NO 産生を誘導する Ach を添加した際の NO
産生挙動をモニタリングすることにした。その細胞培養容器型センシングデバ
イスをFigure3-6のように組み込んだ細胞バイオセンシングシステムを構築し、
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産生を誘導することが知られている19。 
Figure3-15 に典型的な DPSCA のプロファイルを示した。測定開始直後は電流
値のドリフトが見られる。電流値がほぼ定常状態に達する Figure3-15 の矢印の
位置でアセチルコリンを終濃度 0.5mM および１mM となるように滴下すると、3
分後から終濃度に依存したセンサ電流値の上昇をモニタリングすることができ
た。一方で、NO 合成酵素（NOS）の阻害剤である L-NAME の存在下では電流値の
上昇は見られなかった。L-NAME が NOS による NO 合成を選択的に阻害する(20)こと
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Figure 3-13. Profiling of cellular NO release using the constructed 
cellular biosensing system in Hank’s balanced salt solution and 
culture medium (without serum or with 10% FBS).
Figure 3-14. Cell culture in cellular biosensing devices. 
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Figure 3-15. Real-time monitoring of cellular NO production by 
double potential step chronoamperometry (DPACA). 

















の状態で NO 産生挙動を連続的にモニタリングすることに成功したことは、NO を
指標とする細胞バイオセンシングの実用化に向けて大きな進歩であることは間
違いない。 
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に配置する細胞マイクロアレイが Ziauddin と Sabatini により初めて報告され
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てから3）、細胞マイクロアレイを薬剤スクリーニングや環境評価へ利用する試み
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Figure 4-1. Accuracy improvement of cellular biosensing based on 
cell number managed culture. 
(A) Normal culture (B) Cell number managed culture 










力噴霧器で洗浄し、40℃で乾燥させた。この表面を UV エキシマレーザー(ArF, 
193nm、浜松ホトニクス)用いて、レーザー強度 30mJ/cm2 で微細加工を施し、細
胞接着ドメインを作製した(Figure4-2(b))。細胞接着ドメイン(20µm, 100µm)は





する Dulbecco Modified Eagle Medium(DMEM)(Invitrogen)を用いた。継代操作
はフラスコ内のBCAECがコンフルエントに達したところで0.5%トリプシン-EDTA
溶液を用いて細胞をフラスコから剥離させて回収し、再度 DMEM に懸濁して 1：2
の希釈倍率となるように播種し培養を継続した。細胞培養は 37℃、5％CO2、加
湿状態に調整した炭酸ガス培養器 BNS-110(ESPEC)内でおこなった。培地交換は
継代後の翌日、その後 2 日毎におこない、細胞密度が 50％を越えてからは毎日
交換した。 
 








細胞懸濁液を 2mL 滴下して 37℃、5％CO2 存在下で 2 時間培養をした
(Figure4-2(e))。2 時間後、培養液を除去し、リン酸緩衝溶液で洗浄し、新たに
培地を 2mL 滴下した。この細胞アレイは以下の方法で長期間維持できる。10％







なった。手順は以下の通りである。1µM Calcein-AM および 1µM Hochest33342
を含む Hanks balanced salt solution(HBSS)を染色液として調製した。定数化
された培養細胞を HBSS で 2 回洗浄後、染色液を加え 15 分間インキュベータ内
（37℃、5％CO2）で培養した。その後、HBSS でリンスし蛍光顕微鏡により蛍光
観察した。蛍光顕微鏡はニコン TE2000-U を使用し、CalceinAM の観察には B-2A
フィルターブロック、Hoechest33342 の観察には UV-2A フィルターブロックを用
いた。 
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４-２-５ NO センサの作製と細胞バイオセンシングシステムの構築 
直径 5mm の金ディスク電極（BAS Inc.）を 0.05µm アルミナスラリーで研磨し
た後、1N 硝酸で 5分間超音波洗浄したものを用いた。ポリ-L-リジン臭酸塩（平
均分子量 72,100、シグマアドリッチ）及びポリスチレンスルホン酸ナトリウム













Figure 4-3. Cellular biosensing system based on cell number managed 
culture.








養環境であるとは言いがたい。一方で Iwanaga と Okano らは、細胞接着領域を
微小化することで接着する細胞数が規定され、その接着領域面積と細胞数は正
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Figure 4-4. Evaluation of management of cell number. (A) photograph 
of adherent endothelial cells (Scale=50mm), (B) Histogram for 
numbers of adherent endothelial cells per domain. 
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Figure 4-5. Phase-contrast microscopy of cell adhesive domains. 
Figure 4-7. Visualization of adherent cell stained with calcein-AM. 
(i) 100x100µm domain (ii) 20x20µm domain 
(i) 100x100µm domain (ii) 20x20µm domain 
(i) 100x100µm domain (ii) 20x20µm domain 
Figure 4-6. Phase-contrast microscopy of adhere endothelial cells. 
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被覆した NO センサ電極を設置することで、細胞と NO センサを正確に近接させ
た。さらに対電極(Pt)および参照電極（Ag/AgCl）を接続することで細胞バイオ
センシングシステムとした。 
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Figure 4-8. Electrochemical monitoring of NO production from cell 
number managed culture. (a) 700cells, (b) 200cells, (c) without cell. 
Figure 4-9 Managed cell number versus sensor response current. 
(a) 
(b) 
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生分解できるシュードモナス属細菌を単離することに成功し、これを用いたバ
イオレメディエーションシステムの開発を活発に推進している。TNT を高効率に










Figure 5-1. Schematic diagram of remediation process of polluted 
environment. 











５-２-２ シュードモナス属細菌 TM15 および TM101 の培養と TNT 分解条件 
細菌の培養は LB 培地あるいは M9 最少培地を用いて 30℃、120rpm で振とう培






を用いて培養液から細菌を取り除いた。まず 100µl の測定溶液と 10 µL 2,3-ジ
アミノナフタレン溶液 (50 µg/mL 希塩酸溶液)を 96 穴マイクロプレート中で混
合し、10 分間静置した。その後、5 µL 水酸化ナトリウム水溶液(2.8 mol/L)を
添加してアルカリ性溶液とした。この反応溶液の蛍光強度をプレートリーダ
Wallac 1420 ARVOsx plate reader (PerkinElmer)を用いて測定した。励起波長
および測定波長は 370 nm ならびに 460 nm に設定した。 
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５‐３ トランスポゾン変異株 TM１０１を用いた TNT の検出 
 
2003年にMaedaとOgawaらはTNTを高効率に生分解できるシュードモナス属
細菌 TM15 株を弾薬庫跡地である北九州市の山田緑地から発見した7）。その後 TNT










その結果、TM101 株と命名した変異株が TNT 代謝過程で高濃度の亜硝酸イオンを
蓄積することが分かった（Figure5-2）。 
Figure5-3 は前培養条件と亜硝酸イオンの蓄積挙動の関係を示している。貧
栄養条件である M9 最少培地で前培養するほうが、富栄養条件である LB 培地で
前培養するよりも高濃度の亜硝酸イオンを蓄積することが明らかとなった。こ









バイオセンシング法はハイスループットな TNT 検出法と成り得る。 
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Figure 5-2 Dynamic behavior of nitrite accumulation in 
Pseudomonas sp. strain TM15 (wild-type; ○) and TM101 
(transposon mutant; ●) in M8 minimal medium containing 100mg/L 
TNT. 
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Figure 5-3 Nitrite accumulation by transposon mutant strain 
TM101 in the preculture conditions. Precultivation was performed 
in LB medium or M9 minimal medium.
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Figure 5-4 Amount of accumulated nitrite in different 
concentrations of initial TNT in transposon mutant strain TM101 
at 6h and 24h. 
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察 し た 。 ト リ ニ ト ロ ト ル エ ン か ら の 亜 硝 酸 イ オ ン の 脱 離 反 応 は
hydride-Meisenheimer complex を介して進むという報告がある12 ）。この
hydride-Meisenheimer complex はハイドライドイオンによりベンゼン環炭素
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Figure 5-5 Chemical structure of TNT and its analogous compounds. 
Figure 5-6 Relative amount of accumulated nitrite in transposon 
mutant strain TM101 in M8 minimal medium with 110 mM TNT and 
its analogous compounds. 
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グに関する研究を行なった。 
第２章では、複数の機能性高分子と遷移金属イオンの自己配位集積からなる
Polymer-metal-polymer complex (PMP complex)を分子設計・合成し、NO を高感


































新規センサマトリックス PMP complex を用いた NO センシング技術(第２章)及び
システム化に向けた要素技術(第３章、第４章)に関する研究を行なった。これ
までに報告された細胞 NO センシングシステムの多くが既存の NO センサを利用
したものであるが、培養環境で使用することは種々の問題を有する。一方で、
本論文では細胞バイオセンシングへの応用を前提としてセンサマトリックス
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